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摘要 : 为 明确 杀菌 剂 对 玉米 蜡 赤 眼 蜂 Trichogramma ostriniae Pang et Chen 毒性 大 小 及 其 成 蜂 体 内 酚 氧 化 酶 
(phenoloxidase，PO ) 活性 影响 , 本 实验 通过 测定 三 唑 酮 (triadimefon) 、 肪 菌 脂 (trifloxystrobin ) 、 味 侠 胺 (prochloraz) 、 
申 嗪 霉 素 (phenazino-1-carboxylic acid)4 种 杀菌 剂 对 玉米 蜡 赤 有 眼 蜂 的 急性 毒性 , 并 分 别 测定 活体 和 离 体 条 件 下 各 杀 
菌 剂 处 理 后 酚 氧 化 酶 的 比 活性 。 结 果 表 明 , 各 药剂 对 亦 有 眼 蜂 的 急性 毒性 大 小 为 : 三 唑 酮 > 咪 人 名 胺 > 且 菌 酯 > 申 嗪 
霉 素 ,其 LC;, 值 分 别 为 3.27, 6.46, 4.06 和 9.72 mg/L, 其 安全 系数 依次 为 0.07, 0.10, 0.20 和 1.47， 其 中 申 嗪 
霉 素 为 中 等 风险 性 , 其 余 3 种 药剂 为 高 风险 性 , 且 杀 菌 剂 明显 激活 了 PO 的 活性 。 活 体 条 件 下 亚 致 死 剂量 处 理 得 
到 的 PO 比 活力 高 于 离 体 处 理 , 日 三 唑 酮 处 理 组 具有 明显 的 剂量 效应 。 本 实验 为 研究 杀菌 剂 对 赤 眼 蜂 的 毒性 及 对 
PO 的 影响 作 了 初步 的 探索 , 为 进一步 研究 赤 眼 蜂 对 杀菌 剂 的 抗 性 及 免疫 能 力 莫 定 基础 。 
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Effects of four fungicides on phenoloxidase activity in Trichosgramma 


ostriniae (Hymenoptera: Trichoerammatidae ) 

JIN Hua-Chao , YIN Xiao-Hui’*, ZHU Guo-Nian (1. School of Agriculture and Food Science, 
Zhejiang Agriculture and Forestry University, Lin’ an, Zhejiang 311300, China; 2. Institutes of 
Pesticides and Environmental Toxicology, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China) 

Abstract: Im this study, the acute toxicity of four fungicides, i. e., triadimefon, trifloxystrobin, 
prochloraz and phenazino-l] -carboxylic acid, to newly emerged adults of Trichogramma ostriniae and their 
effects on PO activity in these wasps were determined. The results showed that triadimefon had the 
highest toxicity to this wasp with the LCs value of 3.27 mg/L, followed by prochloraz, trifloxystrobin and 
phenazino-l] -carboxylic acid with the LCs, values of 6.46, 4.06 and 9.72 mg/L, respectively, and their 
safety factors are 0.07, 0.10, 0. 20 and 1.47, respectively. Phenazino-l-carboxylic acid is so evaluated 
as with moderate risk, while others are as with high risk to this wasp. PO activities were measured in 
adults that were previously treated with the four fungicides (in vivo test) and in the crude extracts that 
were obtained from the untreated adults and treated in vitro with the fungicides (in vitro test ) ， 
respectively. At sublethal concentrations, these fungicides Induced remarkably higher PO activities in vivo 
than in vitro, showing the obvious dosage effect. At the tested concentrations, triadimefon displayed a 
much more evident dosage-effect on PO activity than the other three fungicides. The results provide a 
basis for further exploring PO-based iImmune mechanisms in parasitoid wasps exposed to fungicides. 
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赤 眼 蜂 Trichogramma spp. 是 农业 生产 上 重要 chilonis Ishii 等 已 经 能 够 进行 人 工 培养 。 赤 有 眼 蜂 寄 
的 天 敌 。 到 1999 年 止 , 赤 眼 蜂 属 在 全 世界 记录 分 ” 主 广 泛 , 可 以 寄生 400 多 种 害虫 ( 李 元 喜 ,2004 ) ， 
布 已 有 180 多 种 , 我 国有 记录 的 种 为 29 种 ( 何 晓 芳 ” 是 目前 应 用 面积 最 广 、 最 成 功 的 寄生 性 天 敌 。 化 学 
等 ，2004 )， 其 中 松 毛 忠 赤 有 眼 蜂 Trichogramma 药剂 大 量 使 用 在 消灭 害虫 的 同时 , 势必 会 对 天 敌 产 
dendrolimi Matsumura、 玉 米 蝶 赤 有 眼 蜂 Trichogramma 影响 。 特 别 是 杀 虫 剂 的 使 用 ,对 未 有 眼 蜂 均 有 不 同 
ostriniae Pang et Chen 和 上 晓 黄 赤 有 上 腿 蜂 Trichogramma 程度 的 毒害 ( 陈 永 明 等 , 1994; 王 福 莲 等 ,2003; 李 
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元 喜 ,，2004) 。 而 杀菌 剂 对 杰 眼 蜂 影响 方面 的 研究 
报道 不 多 ( 李 禾 丽 等 , 2009 ) 。 

昆虫 配 氧 化 酶 ( phenoloxidase, PO ) 又 称 酷 氨 酸 
酶 (tyrosinase ) ， 它 包括 单 酚 氧 化 酶 和 多 酚 氧 化 酶 
( polyphenol oxidase , PPO ) , 是 结构 复杂 的 多 亚 基 的 
含 钢 氧化 还 原 酶 (Ashida and Yamazaki，1990) 。 广 
泛 分 布 于 昆虫 血液 、 血 淋巴 及 其 他 组 织 器 官 中 , 并 
以 非 活 化 状态 的 前 体 酚 氧化 酶 酶 原 的 形式 存在 , 不 
表现 活性 。 当 昆虫 接触 到 农药 时 , 农药 作为 一 种 外 
来 因子 会 抑制 或 增强 PO 活性 。 杀 上 忠 剂 (日 洁 等 ， 
1998)、 抗 菌 物 ( 杨 尝 珍 等 ，1995 ) 、 激 素 ( 陈 永明 
等 ,1994)、 植 物 提取 物 ( 张 永亮 和 朱 勇 ,2011 ) 等 
对 PO 活性 均 有 不 同 程度 的 影响 。 关 于 药剂 的 作用 
机 制 , 有 两 种 观点 : 一 种 认为 药剂 作为 PO 的 抑制 
剂 发 挥 作用 ， 如 羟基 茶 甲 酸 是 甜 汪 夜 蛾 Spodoptera 
litura PPO 的 竞争 性 抑制 剂 ( 高 兴 祥 等 ,2004) ， 榭 
皮 素 是 野 桑 看 Bombyx mandarina PPO 的 竞争 性 抑 
制剂 ， 与 底 物 L- 多 巴 有 相同 的 结合 部 位 ( 张 永亮 和 
朱 勇 ,2011 ) ; 另 一 种 观点 认为 药剂 起 诱导 作用 ， 
PO 酶 原 转变 成 PO 是 通过 识别 特异 性 的 微生物 分 
子 而 实现 的 一 种 诱导 反应 ( 程 鹏 等 , 2011), 通常 以 
无 活性 的 酶 原 PPO 形式 存在 的 PO 只 有 通过 酚 氧 化 
酶 原 激 活 重 日 酶 (prophenoloxidase activating 
proteinase，PAP) 的 和 蛋 日 水 解 作用 藤 切 为 PO 后 才 有 
活性 , 因此 PAP 的 转录 与 表达 水 平 直 接 影响 到 PPO 
的 功能 发 挥 ( 汉 从 经 等 , 2010)。 也 有 报道 称 体 内 
PO 的 激活 过 程 并 没有 涉及 到 DNA 水 平 (Abdel- 
Latief and Hilker, 2008 ) 。 因 此 , 研究 酚 氧 化 酶 在 活 
体 和 离 体 情况 下 对 抑制 剂 或 杀 忠 剂 等 外 来 因子 的 啊 
应 ， 对 开发 以 该 酶 为 靶 标 的 新 型 有 害 生 物 控制 剂 具 
有 重要 的 理论 指导 意义 。 

本 实验 通过 测定 三 唑 酮 、 胞 菌 脂 、 咪 鲜 胺 、 申 
嗪 霉 素 4 种 生产 上 负 用 杀 庆 剂 对 玉米 旦 赤 眼 蜂 的 急 
性 毒性 , 对 其 进行 安全 性 评价 ; 并 以 急性 毒性 作用 
剂量 和 亚 致死 剂量 的 杀菌 剂 农 药 为 胁迫 因子 , 探讨 
杀菌 剂 对 玉米 坚 赤 有 眼 蜂 免 疫 功 能 的 有 影响, 初步 建立 
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玉米 嵌 赤 有 眼 蜂 的 免疫 互 作 体系 ,为 科学 合理 评价 杀 
菌 剂 对 赤 眼 蜂 的 影响 和 田间 农药 使 用 提供 参考 。 
1 材料 与 方法 

供 试 昆 虫 
玉米 坚 赤 有 眼 蜂 也 osiriniae 由 河北 衡水 田 益生 
防 公司 提供 , 人工 饲养 条 件 为 : 温度 25 +1%C, 相对 
湿度 70% , 光 周 期 14L: 10D。 选 用 刚 羽化 的 健康 成 
蜂 进 行 试验 。 
1.2 供 试 仪器 与 试剂 

酶 标 仪 ( Chromate Model 4300 Microplate, 美国 
Awareness 公司 ) ; 紫外 -可 见 分 光 光 度 计 (UV-2500， 
UV-VIS Spectrophotometer, 日 本 岛 津 公司 ); 超速 低 
温 离 心机 (Eppendorf , 德国 艾 本 德 公 司 )。 

95% 三 唑 酮 、99. 5% 上 脖 菌 脂 、96. 2% 咪 鲜 胺 、 
95% 申 嗪 霉 素 原 药 均 由 浙江 大 学 农药 环境 毒 理 研 究 
所 提供 。 

左旋 多 巴 (L-DOPA)、 牛 血清 日 蛋 日 (BSA)、 
考 马 斯 亮 蓝 试剂 、 抗 凝固 缓冲 液 (62% mmol/L 
NaCl、100 mmol/L 和 葡萄糖、10 mmol/L EDTA 、30 
mmolLL 柠檬 酸 ,，pH 4.6) 等 试剂 均 从 生 工 生物 工程 
(上 海 ) 股 份 有 限 公 司 购置 。 

1.3 4 种 杀菌 剂 对 玉米 蜡 赤 上 腿 蜂 的 急性 毒性 

用 药 膜 法 进行 实验 ( 徐 亚 玲 和 李 文 楚 ,2010 ) 。 
根据 预 实验 结果 (依据 田间 推荐 浓度 的 1 倍 和 5 倍 
进行 预 实验 , 结果 分 析 与 对 照 差异 显著 , 然后 进行 
急性 毒性 试验 ), 设 定 5 个 浓度 处 理 ( 表 1), 1 个 丙 
酮 空白 对 照 , 每 处 理 重复 3 次 。 分 别 吸 取 1 mL 游 
液 放 入 指 形 管 (管内 壁面 积 36. 65 cm , 长 度 为 7.4 
cm, 直径 为 1.5 cm) 中 , 将 指 形 管 平 放 , 在 阴凉 通 
风 处 ,快速 滚动 取 干 , 使 管内 壁 形成 均匀 的 药 膜 。 
每 管 转 入 玉米 坚 赤 有 眼 蜂 成 蜂 (150 + 10 涉 ), 管 中 扑 
行 1h。 再 转 入 无 药 指 形 管 中 , 用 10% 蜂蜜 水 饲养 ， 
实验 室温 度 范 围 为 23 ~27%C。24 bh 后 , 记录 死亡 数 
和 存活 数 ( 用 毛笔 轻 轻 触 碰 判 断 是 否 死 亡 ), 计算 
LCso 值 和 95% 置信 区 间 。 


1.1 


表 1 供 试 4 种 杀菌 剂 用 于 确定 致死 中 浓度 的 处 理 浓 度 


Table 1 Doses of four fungicides used in bioassays to determine the median lethal concentration 


杀菌 剂 Fungicides 
95% 三 唑 酮 Triadimefon 
99.5% 肝 菌 脂 Trifloxystrobin 
96.2% 咪 鲜 胺 Prochloraz 
95% 申 嗪 霉 素 Phenazino-1 -carboxylic acid 


0.011 
0.360 
1.360 
1.300 


质量 浓度 Mass concentration (mg a.i./L) 


0.042 0.084 0. 170 0.680 
0.720 1.440 2.880 5.760 
2.730 5.450 10.910 21. 800 
3.000 6. 000 12.000 48. 000 
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1.4 酚 氧 化 酶 活性 测定 
1.4.1 离 体 处 理 玉 米 蜡 赤 眼 蜂 及 PO 活性 测定 : 取 
不 经 药剂 处 理 的 活 蜂 (150 头 左右 ) ,加 入 抗 凝固 组 
冲 液 400 pL, 充分 研磨 ,所 得 匀 浆 液 在 4%C 12 000 
r/min 条 件 下 离心 15 min, 重复 离心 3 次 。 最 终 所 
得 的 上 清 液 为 赤 眼 蜂 勺 奖 液 , 保存 在 -70C 冰 箱 中 
得 用 。 

取 勾 浆液 37.5 pL, 加 入 各 浓度 药剂 12.5 pL， 


各 杀菌 剂 的 浓度 见 表 2; 设 两 酮 和 蒸 饮水 两 种 对 照 ， 
3 次 重复 。 在 30C 下 反应 1 h, 再 加 入 0.002 mol/L 
左旋 多 巴 溶 液 50 pL, 继续 反应 , 测 反 应 至 10 min 
(或 6 min) 时 的 0Dyw 值 。 一 个 酶 活力 单位 (U0) 定 义 
为 每 分 钟 每 训 升 酶 液 的 0Dm 值 改变 0. 001。 处 理 
组 测 得 的 0Dyw 值 与 空白 对 照 0Dyw 值 之 差 与 加 入 左 
旋 多 巴 溶 液 后 反应 时 间 (min) 的 比值 除 以 0.001 为 
PO 的 酶 活力 单位 ( 马 晓 若 等, 2009 ) 。 


表 2 供 试 4 种 杀菌 剂 对 玉米 晶 赤 眼 蜂 的 急性 毒性 作用 的 处 理 浓 度 


Table 2 Doses of four fungicides used in acute toxicity bioassays against Trichosgramma ostriniae adults 


杀菌 剂 Fungicides 


95% 三 唑 酮 Triadimefon 0. 084 

99.5% 胞 菌 脂 Trifloxystrobin 0. 180 
96.2% 咪 鲜 胺 Prochloraz 1.360 

95% 申 嗪 霉 素 Phenazino-1-carboxylic acid 1. 500 


1.4.2 活体 处 理 玉米 蜡 赤 眼 蜂 及 PO 活性 测定 : 用 
药 膜 法 处 理 赤 有 眼 蜂 , 每 个 处 理 放 200 头 左右 的 成 
蜂 , 各 药剂 的 处 理 剂量 均 为 亚 致 死 剂 量 ( 以 死亡 率 
小 于 10% , 且 试 虫 能 出 现 较为 明显 的 活动 缓慢 、 停 
止 取 食 等 中 毒 症状 时 的 药剂 剂量 为 亚 致死 剂量 ) ， 
见 表 3; 设 丙 酮 和 蒸馏 水 两 种 对 照 , 3 次 重复 。 在 药 
膜 管内 息 行 1h 后 转 和 人 无 药 指 形 管 , 正常 饲养 ,24 


质量 浓度 Mass concentration (mg a.i./L) 


0.170 0.340 0.420 0.680 

0.360 0.720 1.440 2.880 

2.730 5.450 10.910 21. 800 

3.000 6.000 12. 000 24. 000 
h 后 收集 存活 的 蜂 。 


制备 匀 浆 液 方法 同 1.4.1。 取 蜂 匀 浆液 50 pL， 
在 30% 下 水 浴 加 热 10 min, 再 加 入 0.002 molLL 的 
左旋 多 巴 溶 液 50 pL, 继续 反应 10 min, 用 酶 标 仪 
测定 492 nm 波长 下 的 0D 值 。 酶 活力 单位 (U) 计 
算 方 法 同 1.4.1。 


表 3 供 试 4 种 杀菌 剂 对 玉米 晶 赤 眼 蜂 的 亚 致死 剂量 处 理 浓 度 


Table 3 Sublethal doses of four fungicides used in bioassays against Trichosgramma ostriniae adults 


杀菌 剂 Fungicides 


95% 三 唑 酮 Triadimefon 0. 033 

99.5% 胞 菌 脂 Trifloxystrobin 0.041 
96.2% 咪 鲜 胺 Prochloraz 0. 065 

95% 申 嗪 霉 素 Phenazino-1-carboxylic acid 0. 097 


1.S 和 蛋白 质 浓 度 的 测定 

和 集 日 质 浓度 按 考 马 斯 完 蓝 染色 法 测定 0D;os 值 ， 
以 结晶 牛 血 清白 蛋 日 (BSA ) 为 标准 重 日 ,制作 标 准 
曲线 。 测 得 的 样品 0Dsos 值 代入 标准 曲线 的 线性 方 
程 计算 蛋 日 质 浓度 。 测 得 的 酶 活力 单位 (U) 与 重 日 
质 浓度 的 比值 即 为 酶 的 比 活性 。 
1.6 ”数据 统计 与 分 析 

采用 Excel 2007 版 和 DPS 7.0 版 软件 对 死亡 率 
进行 统计 学 分 析 , 求 出 4 种 药剂 对 成 蜂 的 毒 力 回 归 
方程 、LCso(24 h) 值 及 用 Duncan 氏 新 复 极 差 法 进 


质量 浓度 Mass concentration (mg a.i./L) 


0.065 0. 160 0. 320 
0.081 0. 200 0.410 
0. 130 0. 320 0. 630 
0. 190 0.490 0.970 


行 多 重 比 较 , 分 析 实 验 各 处 理 结 末 间 的 差异 显 
车 性 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 供 试 药 剂 对 玉米 蜡 赤 眼 蜂 成 蜂 的 急性 毒性 
作用 

根据 表 4 和 风险 等 级 划分 标准 , 杀菌 剂 对 玉米 
蝶 赤 有 眼 蜂 成 蜂 的 毒性 ( 即 安全 系数 ) 可 用 赤 眼 蜂 
LCso 值 与 田间 用 剂量 的 比值 表示 。 根 据 安全 系数 来 
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评价 杀 参 剂 的 风险 等 级 , 将 杀菌 剂 对 赤 眼 蜂 的 风险 
性 等 级 划分 为 4 级 : 安全 系数 丢 0.05 为 极 高 风险 性 
(level 4) ; 0.05 < 安全 系数 过 0.5 为 高 风险 性 (level 
3); 0.5 < 安全 系数 和 5 为 中 等 风险 性 (level 2); 安 
全 系数 >5 为 低 风 险 性 (level 1) (国家 环境 保护 总 
局 , 2003 ) 。 


结果 表明 , 经 药剂 处 理 后 24 h, 所 有 供 试 药剂 
对 赤 眼 蜂 成 蜂 毒 性 普遍 较 高 。 按 照 安 全 系数 值 的 大 
小 进行 比较 , 毒性 大 小 依次 为 : 三 唑 酮 > 咪 鲜 胺 > 
肚 菌 脂 > 申 嗪 霉 素 。 其 中 三 唑 酮 、 且 菌 脂 、 咪 鲜 胺 
对 赤 眼 蜂 成 蜂 高 风险 性 , 申 嗪 霉 素 对 赤 有 眼 蜂 成 蜂 中 
等 风险 性 。 


表 4 4 种 杀菌 剂 对 玉米 晶 赤 眼 蜂 成 蜂 的 急性 毒性 及 风险 分 析 


Table 4 Risk evaluation and acute toxicity of four fungicides against Trichogramma ostrininae adults 


杀菌 剂 毒 力 回 归 方程 LCso (mg a. i./L) 相关 系数 安全 系数 风险 等 级 
Fungicides Regression equation (95% CL) R? Safety factor Risk level 
95% 三 唑 酮 Triadimefon Y=0.41X+5.09 3.27 (0.26 -4.00) 0. 96 0.07 高 风险 Level 3 
99.5% 膨 菌 脂 Trifloxystrobin Y=1.32X+5.79 4.06 (1.07 -23.35) 0.95 0.20 高 风险 Level 3 
96. 2% 咪 鲜 胺 Prochloraz Y=1.86X+3.49 6.46 (5.78 -7.18) 0.97 0. 10 高 风险 Level 3 
95% 申 嗪 毒素 Y=1.33X+3.68 9.72 (8.32 -11.51) 0.98 1.47 中 等 风险 Level 2 


Phenazino-l -carboxylic acid 


2.2 急性 毒性 作用 浓度 下 杀菌 剂 对 玉米 晶 赤 眼 蜂 
成 蜂 PO 活性 的 影响 

PO 活性 如 图 1 所 示 , 方差 分 析 参 数 见 表 5。 三 
唑 酮 对 PO 的 作用 具有 明显 的 剂量 效应 (图 1: A)， 
活体 处 理 后 , 三 唑 酮 浓度 为 0.084 和 0. 170 mg/L 
时 , 对 应 的 PO 比 活性 分 别 为 159. 10 和 122. 60 U/ 
kg， 高 于 丙酮 (43. 30 U/ug) 和 空白 对 照 组 (43. 90 
U/mg) ， 而 丙酮 与 空白 对 照 组 又 高 于 三 叭 酮 浓度 为 
0.680 mg/L 的 处 理 组 ( 比 活 性 为 16. 33 UZhg) ， 
此 三 唑 酮 高 浓度 时 抑制 PO 活性 ， 低 浓度 时 激活 
PO。 离 体 条 件 下 处 理 , 酶 比 活性 随 三 唑 酮 浓度 升 高 
而 先 增 后 减 , 但 仍 高 于 丙酮 与 空白 对 照 组 ， 且 差异 
极 显著 (P <0.01)。 肝 菌 脂 在 0. 360, 0. 720 和 
1.440 mg/L 浓度 下 人 处理, 经 活体 与 离 体 表 现 出 相似 
的 变化 趋势 , 旦 均 高 于 丙酮 与 空白 对 照 组 , 差异 极 
显著 (P<0.01) (图 1: B)。 咪 饼 腕 急性 毒性 作用 
下 离 体 结果 高 于 活体 结果 , 且 均 在 浓度 为 2. 730 
mg/L 时 达到 最 高 值 , 且 所 有 处 理 组 PO 活性 均 极 显 
著 高 于 丙酮 与 空白 对 照 组 (P<0.01) (图 1: C)。 
申 嗪 霉 素 活体 与 离 体 处 理 时 变化 趋势 是 相反 的 ， 即 
在 浓度 为 6. 000 mg/L 时 , 活体 处 理 组 PO 活性 最 
低 , 而 离 体 处 理 组 活性 最 高 (P <0.01), 且 与 丙酮 
与 空白 对 照 组 差异 极 显 著 (P<0.01) (图 1: D)。 
因此 , 本 实验 选用 的 4 种 药剂 均 能 激活 PO。 从 图 1 
中 可 以 看 出 ,急性 毒性 作用 下 三 唑 酮 活体 处 理 组 
PO 活性 与 处 理 浓度 呈 线 性 正 相 关 ， 味 鲜 胺 离 体 处 
理 组 PO 活性 与 处 理 浓度 之 间 也 呈 线 性 相关 , 但 变 
化 趋势 更 为 平缓 。 


2.3 亚 致 死 剂量 的 杀菌 剂 对 玉米 晶 赤 有 眼 蜂 成 蜂 
PO 活性 的 影响 

PO 活性 如 图 2 所 示 , 方差 分 析 结 采 见 表 6。4 
种 药剂 在 活体 处 理 时 得 到 的 比 活性 均 高 于 离 体 处 
理 , 且 活 体 处 理 各 浓度 间 的 结果 变化 较 大 。 离 体 处 
理 时 , 4 种 药剂 各 处 理 浓度 组 和 内 酮 处 理 组 PO 活 
性 均 显 著 高 于 空 日 对 照 组 (49.60 UA/pg), 但 各 浓度 
处 理 组 之 间 两 两 比较 的 差异 不 显著 (P>0.05)( 图 
2: B), 上 且 元 酯 处 理 组 个 别 浓度 间 略 有 差异 (P < 
0.05) 。 活 体 处 理 时 , 三 唑 酮 处 理 组 浓度 为 0. 065 
和 0. 160 mg/L 时 PO 比 活 力 分 别 为 430. 00 和 
102.00 U/mg, 均 高 于 丙酮 (82.83 U/mg) 和 空白 对 
照 组 (62.45 U/phg)，, 且 各 浓度 间 的 差异 显著 (P < 
0.05) (图 2: A); 上 肠 阔 酯 处 理 后 测 得 的 PO 比 活力 
在 浓度 0.081 mg/L 时 达到 最 高 ,之 后 随处 理 浓度 
的 升 高 而 下 降 至 丙酮 对 照 组 水 平 , 趋势 变化 平 组 
(图 2: B); 咪 鲜 胺 活体 处 理 时 除 浓 度 0.065 mg/L 
外 ,其余 浓度 的 处 理 结 采 均 显 著 高 于 空 晶 对 照 组 
(P<0.01), 也 高 于 丙酮 处 理 组 , 但 差异 不 显著 
(P>0.05)( 图 2: C); 离 体 处 理 测 得 的 结果 也 高 于 
空 晶 对照 组 , 各 处 理 浓度 的 结 采 之 间 差 异 不 显 车 
(P >0.05); 申 唆 霉 素 活 体 测 得 的 结果 随处 理 浓度 
的 升 高 而 下 降 , 均 高 于 离 体 处 理 的 结果 , 在 0. 097 
mg/L 处 达到 最 低 值 , 且 后 3 个 浓度 的 PO 活性 均 低 
于 丙酮 对 照 组 , 但 差异 不 显著 (P >0.05)( 图 2: 
D) 。 因 此 , 说 明 在 活体 条 件 下 处 理 4 种 杀菌 剂 在 低 
浓度 时 均 能 激活 PO。 
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图 1 4 种 杀菌 剂 急性 毒性 作用 对 玉米 坚 赤 了 眼 蜂 成 蜂 酚 氧化 酶 活性 的 影响 
Fig. 1 Effect of four fungicides on phenoloxidase activity in Trichogramma ostrininae adults in acute toxicity test 
A: 95% 三 唑 酮 Triadimefon; B: 99.5% 上 脖 菌 脂 Thifloxystrobin: C: 96.2% 咪 鲜 腕 Prochloraz; D: 95% 申 嗪 霉 素 Phenazino-1-carboxylic acid. CK1: 
丙酮 Acetone; CK2: 蒸馏 水 空 晶 对照 ddH,O (blank control). 柱 上 不 同 大 、 小 写字 母 分 别 代 表 用 Duncan 氏 新 复 极 差 法 在 0.01 和 0.05 水 平 下 
的 差异 显著 。Different capital and lowercase letters above bars respectively represent significant difference at the 0. 01 and 0.05 levels with the method 
of SSR. 图 2 同 The same for Fig. 2. 


表 5 4 种 杀菌 剂 对 玉米 蜡 赤 眼 蜂 成 蜂 急性 毒性 处 理 的 方差 分 析 


TableS Variance analysis of acute toxicity of four fungicides against Trichogramma ostrininae adults 


杀菌 剂 酶 源 均 方 自由 度 值 P 值 
Fungicides Enzyme origin Mean square df F value P value 
95% 三 唑 酮 活体 In vivo 8 367. 30 6 49.22 0. 0001 
Triadimefon 离 体 In vitro 6 082. 19 6 2 080.72 0. 0001 
96.2% 咪 鲜 腕 活体 In vivo 1 371.75 6 13.47 0. 0001 
Prochloraz 离 体 In vitro 14 855.29 6 4 752.20 0. 0001 
99.5% 上 膨 菌 脂 活体 In vivo 8 279.90 6 29.06 0. 0001 
Trifloxystrobin 离 体 In vitro 3 230. 28 6 1 604.20 0. 0001 
95% 申 嗪 霉 素 活体 In vivo 4 115.66 6 62. 86 0. 0001 
Phenazino-1 -carboxylic acid 离 体 In vitro 12 287. 88 6 271.41 0. 0001 
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图 2 4 种 杀菌 剂 亚 致死 剂量 作用 对 玉米 蜡 赤 眼 蜂 成 蜂 酚 氧化 酶 活性 的 影 啊 


Fig. 2 Effect of four fungicides at sublethal concentrations on phenoloxidase activity in Trichogramma ostrininae adults 


表 6 4 种 杀菌 剂 对 玉米 晶 赤 眼 蜂 成 蜂 亚 致死 剂量 处 理 的 方差 分 析 参 数 


Table 6 Variance analysis of sublethal doses of four fungicides against Trichogramma ostrininae adults 


杀菌 剂 对 玉米 量 赤 眼 蜂 的 安全 性 评价 
本 实验 表明 , 玉米 蝶 赤 有 眼 蜂 对 4 种 杀菌 剂 的 敏 
感性 存在 剂量 -效应 关系 ,其 中 三 唑 酮 的 剂量 变化 


杀 霄 剂 酶 源 均 方 自由 度 值 P 值 
Fungicides Enzyme origin Mean square df F value P value 
95% 三 唑 酮 活体 In vivo 了 53532, 8 4 616.92 0. 0001 
Triadimefon 离 体 In vitro 175.06 和 40. 19 0.0001 
96.2% 咪 鲜 腕 活体 In vivo 14 855.29 5 16. 50 0. 0001 
Prochloraz 离 体 In vitro 280. 58 3 31.77 0. 0001 
99.5% 上 膨 菌 脂 活体 In vivo 3 152. 45 村 606.29 0.0043 
Trifloxystrobin 离 体 In vitro 173. 00 3 17.67 0. 0001 
95% 申 嗪 霉 素 活体 In vivo 414.99 3 2.08 0. 1390 
Phenazino-1 -carboxylic acid 离 体 In vitro 209.35 时 31.67 0. O0001 


对 赤 有 眼 蜂 死亡 率 的 影响 最 大 ( 毒 力 回 归 方程 斜率 为 
与 讨论 0.41) ,而 与 之 相 比 , 肝 菌 脂 、 咪 鲜 胺 和 申 嗪 霉 素 3 
种 药剂 的 剂量 变化 对 死亡 率 的 影响 较 弱 ( 毒 力 回归 
方程 斜率 分 别 为 1.32, 1.86 和 1.33) 。 三 唑 酮 较 其 
他 3 种 药剂 对 玉米 蜡 赤 眼 蜂 的 毒性 更 大 。 根 据 农药 
安全 性 评价 标准 , 三 唑 酮 、 肘 菌 酯 和 咪 鲜 胺 对 玉米 
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虹 赤 眼 蜂 为 高 风险 ; 申 唆 霉 素 对 玉米 晓 赤 眼 蜂 为 中 
等 风险 。 最 新 报道 发 现 , 三 唑 酮 对 玉米 蝶 赤 有 眼 蜂 
(临安 本 地 田间 蜂 种 ) 为 极 高 风险 , 咪 鲜 腕 为 高 风 
险 , 胞 夯 酷 和 申 哄 霉 素 为 中 等 风险 ( 金 中 等 ， 
2011) 。 其 结 末 与 本 实验 结果 有 所 差异 , 可 能 与 实 
验 所 用 蜂 种 有 关 , 但 按照 安全 系数 从 小 到 大 均 为 : 
三 哗 酮 < 咪 鲜 胺 < 胀 画 酯 < 申 嗪 霉 素 。 相 比 杀 戎 剂 
对 赤 眼 蜂 的 影响 ， 毒 死 蝗 对 欧洲 玉米 虹 赤 上 腿 蜂 和 玉 
米 旺 赤 眼 蜂 的 成 蜂 都 是 极 高 风险 ( 吴 长 兴 等 ， 
2008) 。 甲 氰 菊 酯 对 两 者 为 中 等 风险 , 噬 虫 唆 、 腊 
丙 威 、 毒 死 蝗 等 6 种 杀 虫 剂 对 稻 曝 赤 眼 蜂 为 极 高 风 
险 性 ( 孙 超 等 , 2008) 。 因 此 , 杀菌 剂 对 赤 眼 蜂 的 毒 
性 比 杀 虫 剂 要 低 , 但 是 其 杀伤 力 仍 不 容 忽视 。 
3.2 杀菌 剂 对 玉米 蝇 赤 有 上 腿 蜂 酚 氧 化 酶 的 影响 
酚 氧 化 酶 是 昆虫 体内 重要 的 免疫 蛋 日 ,是 黑色 
素 生 物 合成 的 关键 酶 , 昆虫 常 以 生成 黑色 素来 抵御 
进入 其 体内 物质 造成 的 伤害 (Sugumaran，2002; 马 
志 卿 等 , 2008 ) , 在 昆虫 的 免疫 防御 以 及 生理 发 育 
过 程 中 起 到 重要 作用 (人 徐 亚 玲 和 李 文 楚 , 2010), 其 
含量 及 活性 水 平 的 高 低 党 被 用 来 衡量 昆虫 免疫 能 力 
的 强 弱 。 另 外 , 酚 氧 化 酶 在 昆虫 的 正常 发 育 过 程 中 
还 参与 表皮 的 人 硬化 和 黑 化 ( Andersen et al., 1996); 
对 卵 洁 的 轰 化 作用 (Theopold er al., 2004) ; 加 速 伤 
口 愈合 (Chase et al., 2000); 产生 具有 细胞 毒 作 用 
的 氧 上 自由 林 和 具有 潜在 细胞 毒 作 用 的 半 醒 及 三 关 
酚 ， 进一步 增强 寄主 的 防御 能 力 。 有 人 研究 报道 认为 
杀菌 剂 对 甜 汪 夜 蛾 细胞 有 一 定 的 毒 杀 活 性 ( 赵 海 珍 
等 , 2006 ) 。 张 瑞峰 等 (2007 ) 发 现 三 唑 醇 、 三 唑 酮 、 
两 环 唑 对 甜 荣 夜 蛾 SL 细胞 毒 杀 活性 很 好 , 并 可 能 
成 为 新 型 杀 虫 剂 的 先导 化 合 物 。 也 就 是 说 , 杀菌 剂 
是 可 以 通过 某 些 途径 ( 体 表 接 触 、 取 食 等 ) 进 入 昆虫 
体内 并 产生 影响 (Hassan，1994; Hassan et al., 
1998 ) 。 本 实验 结 采 表明 4 种 杀 瑚 剂 对 玉米 旦 赤 眼 
蜂 PO 均 有 一 定 的 激活 作用 , 反映 出 赤 眼 蜂 对 外 界 
有 害 物 质 产 生 了 免疫 应 答 和 自我 防御 。 农 药 的 离 体 
毒 力 测试 与 活体 测试 相 比 , 它 可 在 严格 控制 的 实验 
条 件 下 , 简化 影响 因素 , 准确 地 探讨 独立 因子 所 起 
的 作用 。 本 研究 通过 比较 活体 和 离 体 条 件 下 4 种 杀 
菌 剂 对 酚 氧 化 酶 的 激活 作用 ,发 现 急 性 毒性 作用 
下 , 相同 浓度 处 理 组 PO 的 离 体 活性 普遍 高 于 活体 
内 活性 , 其 中 三 唑 酮 在 较 低 浓度 处 理 组 (0.084 mg/ 
L) 活 体内 的 PO 活性 高 于 离 体 的 ; 而 亚 致 死 剂量 处 
理 组 活体 内 的 PO 活性 普遍 高 于 离 体 的 PO 活性 。 
另外 , 还 发 现 三 唑 酮 对 PO 的 激活 作用 最 强 , 并 且 
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该 酶 在 玉米 蜡 赤 眼 蜂 体 内 表现 较 高 活性 。 

Wang 等 (2005 ) 发 现 同一 试剂 对 单 酚 氧 化 酶 
(monophenolase) 与 多 配 氧 化 酶 抑制 的 程度 不 同 。 
本 实验 研磨 赤 眼 蜂 成 蜂 制备 粗 酶 液 , 将 体内 的 全 部 
PO 作为 检测 对 象 ,， 酶 提取 液 包 含 单 酚 氧 化 酶 和 多 
酚 氧 化 酶 , 所 测 得 的 比 活力 是 二 者 综合 作用 的 结 
采 , 所 以 可 能 忽略 了 个 别 成 分 的 特殊 性 。 冯 从 经 等 
(2004) 用 20- 羟 基 赔 皮 酮 饲 喂 亚洲 玉米 螟 Osirinia 
furnacalis 5 龄 幼虫 , 测 得 幼虫 体 壁 组 织 的 PO 活性 
下 降 , 血清 和 血细胞 中 的 PO 活性 低 于 丙酮 对 照 组 ， 
但 变化 趋势 并 不 一 致 。 因 此 , 药剂 可 能 对 昆虫 体内 
不 同 部 位 的 PO 活性 的 影响 程度 不 一 致 ， 也 有 发 现 
PO 活性 随 虫 体 的 龄 期 而 有 差异 (Ruuhola er al.， 
2010) 。 而 本 研究 中 处 理 的 赤 眼 蜂 是 个 体 小 , 离 体 
和 活体 均 是 整个 生物 体 , 不 存在 组 织 间 的 差异 。 田 
外 , 多 巴 作为 底 物 在 反应 过 程 中 可 能 被 匀 浆 液 中 其 
他 氧化 酶 类 物质 分 解 ,使 实际 结 末 高 于 测 得 的 PO 
比 活力 。 在 急性 毒性 作用 下 , 4 种 杀菌 剂 的 浓度 达 
到 茶点 时 , 均 表现 出 对 离 体 PO 活性 显著 的 抑制 作 
用 (P<0.01); 而 在 亚 致 死 剂量 作用 下 , 除了 申 嗓 
霉 素 外 , 活体 PO 活性 均 出 现 先 诱导 升 高 后 降低 ， 
且 差 异 显著 (已 <0.05) 。 这 些 与 前 人 的 药剂 作用 机 
制 有 所 不 同 , 故 4 种 杀菌 剂 对 玉米 坚 赤 有 眼 蜂 酚 氧化 
酶 的 激活 机 理 有 竺 进一步 的 探索 。 王 丽 红 和 高 希 武 
〈2004 ) 发 现 丙酮 和 乙醇 对 PO 有 激活 作用 ， 而 本 研 
究 中 亚 致死 剂量 作用 下 , 丙酮 和 对 照 组 离 体 和 活体 
PO 活性 差异 显 闭 (P<0.05), 这 与 本 人 研究 结 琳 
一 致 。 

综 上 所 述 , 为 保护 赤 有 眼 蜂 等 天 敌 生 物 及 其 种 群 
繁衍 的 稳定 性 , 应 该 尽量 减少 使 用 如 三 唑 酮 、 鹏 亢 
酷 和 咪 鲜 腕 等 高 风险 性 的 杀 瑚 剂 ， 避 开 在 田间 赤 有 眼 
蜂 数 量 上 升 阶 段 使 用 该 类 杀菌 剂 ,以 免 对 赤 眼 蜂 造 
成 巨大 的 杀伤 力 。 本 人 研究 初步 探索 了 赤 有 眼 蜂 对 杀菌 
剂 的 免疫 防御 作用 , 关于 杀菌 剂 对 配 氧 化 酶 的 激活 
机 理 还 有 得 深 入 人 钱 究 。 
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